自体外周血造血干细胞移植（APBSCT）起初是作为治疗没有合适供者行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）的急性髓系白血病（AML）患者的替代治疗方案。清髓性预处理后进行APBSCT，可以有比化疗更高的抗肿瘤效应，并且不会出现包括移植物抗宿主病（GVHD）等allo-HSCT相关并发症，减少移植相关死亡[@b1]--[@b3]。AML是一组起源于造血干细胞的异质性疾病，患者疗效差异很大[@b4]--[@b7]。Walter等[@b8]报道移植前应用流式细胞术检测微小残留病（MRD）水平可以预测AML患者allo-HSCT后复发，但AML患者移植前MRD水平与APBSCT预后的相关性鲜有报道。我们对2008年1月至2014年1月55例完全缓解（CR）期接受APBSCT治疗AML患者的临床资料进行了回顾性分析，观察疗效并探讨预后影响因素。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：本研究纳入2008年1月至2014年1月在我院移植中心进行APBSCT的55例CR期AML患者。男35例，女20例，移植时中位年龄28(12\~51）岁。所有患者均因无合适供者行allo-HSCT或患者意愿强烈而行APBSCT。

2．移植前治疗方案：55例患者中48例（87.3%）采用高三尖杉酯碱、蒽环类药物和阿糖胞苷（Ara-C）三药联合方案诱导缓解治疗，5例采用蒽环类药物和Ara-C联合方案诱导缓解治疗，2例外院转诊患者诱导治疗方案不明。获得第1次CR(CR~1~）后行多个疗程包含蒽环类药物联合标准剂量／中剂量/大剂量Ara-C方案的强化巩固治疗。中枢神经系统白血病的预防采用甲氨蝶呤、地塞米松、Ara-C鞘内注射。所有患者移植前骨髓原始细胞比例均\< 0.005，均达到CR标准。

3．自体干细胞采集与回输：外周血干细胞（PBSC）动员均采用由蒽环类药物＋中剂量Ara-C+重组人粒细胞集落刺激因子方案，当WBC升至5.0×10^9^/L后，单采自身外周血单个核细胞（MNC）后冻存于液氮（−80 °C）中。回输MNC、CD34^+^细胞中位数分别为6.8(1.0\~13.6）× 10^8^/kg、2.4（0.3\~7.8）× 10^6^/kg。细胞采集后均在6个月内回输。

4．预处理方案：所有患者均接受白消安（Bu）+环磷酰胺（Cy）＋氟达拉滨（Flu）+ Ara-C的改良清髓性预处理方案[@b1]：Bu 3.2 mg·kg^−1^·d^−1^×3\~4 d，Cy 50 mg·m^−2^ ·d^−1^×2 d，Flu 30 mg·m^−2^ ·d^−1^×3 d，Ara-C2 g·m^−2^·d^−1^×3 d。

5．MRD检测：于诱导及巩固化疗结束后、PBSC采集前、移植前等多个时间点采集患者骨髓标本，应用免疫荧光标记法和多色流式细胞术进行MRD检测（美国BD公司FACS CantoⅡ型流式细胞仪），每管至少收集50万个细胞，采用FACSDiva™软件（美国BD公司产品）进行分析。目前确切的MRD定量水平与AML预后的关系尚未确定[@b9]--[@b12]，我们选取0.03％作为判定MRD的阈值。

6．随访：随访方式包括门诊、电话及电子邮件。随访截至2015年12月31日或患者死亡。移植后中位随访时间为1 091(20\~3 024) d。观察指标包括总生存（OS）、无病生存（DFS）、复发率及非复发相关死亡（NRM）。OS：确诊至患者死亡或随访终点。DFS：患者获得CR至复发、死亡或随访终点。NRM：移植后与移植相关的死亡事件。

7．统计学处理：应用SPSS21.0软件及R软件完成数据分析。应用ROC曲线计算出连续变量对观察指标造成影响的阈值。OS率及DFS率的分析应用Kaplan-Meier生存分析，组间比较应用Log-rank检验。复发率及NRM的估计应用累积发生率函数，以复发和NRM作为竞争风险。危险因素分析应用时间依赖的Cox比例风险回归模型，单因素分析*P*值\<0.10的危险因素纳入多因素分析。统计学检验水准为双侧*P*值\<0.05。

结果 {#s2}
====

1．一般资料：病种分布：M~1~ 1例（1.8%），M~2~ 27例（49.1%），M~4~ 6例（10.9%），M~5~ 21例（38.2%）。初诊时WBC中位数为12.7(0.8\~180.0）×10^9^/L。确诊时流式细胞术检测骨髓原始细胞比例中位数为66.7%（16.4%\~99.6%）。根据2015年NCCN指南对46例患者进行细胞遗传学和分子生物学分级：预后良好组15例（27.3%），预后中等组26例（47.3%），预后不良组5例（9.1%）。诱导化疗疗程中位数为1(1\~3）个，1个疗程44例（70.0%），≥2个11例（20.0%）。缓解后疗程中位数为4(1\~6）个，\<5个40例（72.7%），≥5个15例（27.%）。移植前流式细胞术检测骨髓流式原始细胞比例中位数为0(0\~1.07%）。回输单个核细胞（MNC）中位数为6.8(1.0\~13.6）× 10^8^/kg，CD34^+^细胞中位数为2.4(0.3\~7.8）×10^6^/kg。35例患者移植前监测MRD，其中20例（36.4%）为持续阴性，确诊至MRD转阴中位时间为92(32\~262) d，其中\<200 d、≥200 d分别为27例（49.1%）、8例（14.5%）。

2．造血重建：所有患者均获得造血重建，中性粒细胞重建\[外周血中性粒细胞绝对值（ANC）\> 0.5×10^9^/L持续3 d以上\]的中位时间为15(10\~62) d，血小板重建（脱离血小板输注、PLT\>20×10^9^/L持续7 d以上）的中位时间为40(9\~200) d。

3．生存分析：截至2015年12月31日，共有43例患者存活。3年OS率和DFS率分别为77.1%（95% *CI* 71.2%\~83.8%）、73.7%（95% *CI* 67.2%\~80.3%）。13例患者死亡，其中NRM 2例（心肾衰竭、双肺感染呼吸衰竭各1例），均发生于移植后1年内。复发13例，均为骨髓复发，中位复发时间为移植后220(89\~965) d，其中10例死亡，3年累积复发率为23.6%（95% *CI* 13.3%\~35.6%）。

4．MRD对预后的影响：应用ROC曲线计算从确诊至MRD转阴所需时间的截点为200 d。MRD转阴≥200 d组8例，其中4例复发并死亡；MRD转阴\<200 d组27例，其中3例复发，2例死亡。MRD转阴\<200 d组的3年DFS率高于MRD转阴≥200 d组（88.9％对46.9%，*P*=0.042）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。移植前MRD持续阴性的20例患者中仅2例复发，3年DFS率与移植前MRD非持续阴性组比较差异无统计学意义（90.0％对61.1 %，*P*=0.090）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![确诊到微小残留病（MRD）转阴时间\<200 d与≥200 d组患者的无病生存曲线](cjh-37-06-464-g001){#figure1}

![移植前微小残留病（MRD）持续阴性对急性髓系白血病自体外周血造血干细胞移植患者生存的影响](cjh-37-06-464-g002){#figure2}

5．细胞遗传学和分子生物学异常对预后的影响：预后中等组（26例）5例复发，3年DFS率为78.1%，仅较预后良好组（15例）患者的80.0％下降约2%；预后不良组（5例）DFS率均显著低于其余两组（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。预后中等组中19例患者具有可分析MRD资料，移植前MRD持续阴性的11例患者均无病生存，而MRD非持续阴性的8例患者3年DFS率仅为37.5%（*P*=0.018）（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![细胞遗传学及分子遗传学分级对急性髓系白血病自体外周血造血干细胞移植患者无病生存率的影响（预后良好组与预后不良组比较，*P*=0.075；预后中等组与预后不良组比较，*P*=0.027）](cjh-37-06-464-g003){#figure3}

![预后中等组移植前微小残留病（MRD）持续阴性与非持续阴性患者的无病生存曲线](cjh-37-06-464-g004){#figure4}

6．其他移植前危险因素分析：患者性别、移植时年龄、FAB分型、发病时WBC、确诊时骨髓流式原始细胞比例、诱导及巩固化疗疗程数目、移植前流式细胞术检测MRD水平、采集物来源、回输MNC数及CD34^+^细胞数对患者DFS均无显著影响。

7．影响DFS率的多因素分析：将所有单因素分析中*P*值\<0.1的指标纳入多因素分析，发现确诊至MRD转阴时间为影响CR期AML患者APBSCT预后的独立因素\[*P*=0.024, *RR*=0.022（95% *CI* 0.001\~0.604）\]（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 55例急性髓系白血病患者自体外周血造血干细胞移植无病生存率的影响因素

  因素                   单因素分析              多因素分析                            
  ---------------------- ----------------------- ------------ ------------------------ -------
  危险度分层^a^                                                                        
   预后良好组            0.233（0.047\~1.161）   0.075^b^     1.553（0.061\~39.569）   0.790
   预后中等组            0.197（0.046\~0.831）   0.027^c^     0.135（0.007\~2.701）    0.190
   预后不良组            1                                    1                        
  确诊到MRD转阴时间^d^                                                                 
   \<200 d               0.210（0.047\~0.942）   0.042        0.022（0.001\~0.604）    0.024
   ≥200 d                1                                    1                        
  移植前MRD持续阴性^d^                                                                 
   是                    0.267（0.052\~1.376）   0.090        0.257（0.026\~2.516）    0.243
   否                    1                                    1                        

注：a：多因素分析中可分析病例数为46例；b：预后良好组与预后不良组比较；c：预后中等组与预后不良组比较；d：多因素分析中可分析病例数为35例。MRD：微小残留病

讨论 {#s3}
====

年轻初诊AML患者的CR率可达80%，但若不进行巩固治疗，大部分会在几个月内复发[@b16]。目前，CR期AML患者的强化治疗包括大剂量化疗、APBSCT和allo-HSCT，但最佳个体化治疗方案尚未明确（尤其是没有合适供者行allo-HSCT的患者）[@b13]--[@b14],[@b16]--[@b18]。为了明确MRD动态水平与APBSCT预后的相关性，我们连续观察移植前MRD水平，结果显示，移植前患者MRD若能够持续阴性，3年DFS率高达90%，MRD转阴后在化疗过程中再次转阳患者的DFS率则为61.1%，故AML患者达到MRD阴性后，若有自体移植意愿或必须移植而没有合适供者时，应尽可能维持其骨髓MRD水平持续阴性。此外，MRD转阴所需时间较短的患者DFS率较高。Kayser等[@b19]的研究结果显示，MRD转阴所需时间的长短反映肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，即对化疗越敏感所需时间就越短，患者的预后也较好。

目前AML的治疗主要根据细胞遗传学和分子生物学特征进行危险度分层治疗，预后中等组患者CR~1~后的治疗一直存在争议[@b16]。本研究中，预后中等组患者能够获得与预后良好组相近的DFS率（78.1％对80.0%）。值得注意的是，预后中等组中移植前MRD持续阴性患者的DFS率高于MRD非持续阴性组（100.0％对37.5%），这表明持续监测MRD对预后中等组AML患者治疗方案的选择更具意义，诱导化疗获得CR且MRD持续阴性的预后中等组患者强烈推荐行APBSCT。

本研究结果表明，大部分CR期AML患者通过APBSCT可以获得长期无病生存，诊断至MRD转阴较短、移植前MRD持续阴性的患者可获得良好的长期生存；在移植前MRD持续阴性的预后中等组AML患者可更多地获益于APBSCT。上述结论还需要多中心、大样本量临床研究加以验证。
